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RESUMEN.
Las hormonas regulan diferentes funciones del organismo entre las que se incluyen aquellas vinculadas con el aparato digestivo, lo que resulta 
interesante por la asociación de éste con distintas etapas del desarrollo del individuo. Para poder aportar nuevos conocimientos, muchos son los 
aspectos a considerar como por ejemplo el estudio de las sustancias químicas involucradas en el proceso alimentario, como las hormonas 
gastrointestinales. El objetivo es determinar la presencia de Neuropéptido Y (NPY) en  duodeno de fetos de caballo en etapas intermedias del 
desarrollo. Se utilizaron fetos correspondientes a etapas intermedias de la gestación (periodo G2) obtenidos del frigorífico Aimar-Río Cuarto. Se 
tomaron muestras de duodeno que fueron fijadas en formol bufferado incluidas en parafina y procesadas con la técnica histológica convencional. 
Para la determinación del NPY se utilizó la técnica de inmunohistoquímica con anticuerpos comerciales. En las muestras de fetos de periodo G2 
se observó la presencia de NPY tanto en epitelio de revestimiento intestinal como en el interior de las glándulas intestinales. El NPY está presente 
en duodeno, tanto en los enterocitos del epitelio de revestimiento como en las glándulas intestinales. Este hallazgo permitirá aportar 
conocimientos básicos para futuros estudios fisiológicos relacionados con el rol que cumple el NPY en la especie en estudio.
Palabras claves: NPY, inmunohistoquímica, duodeno, fetos, caballo.
ABSTRACT.
The hormones control different functions of the organism, including those linked with the digestive system. This is interesting because of its 
association with different stages of individual development. To generate new knowledge, there are many aspects to consider on the digestive 
system, especially the chemicals involved in the food intake, such as gastrointestinal hormones. The objective of this paper is to determine the 
presence of neuropeptide Y (NPY) in the duodenum of horse fetuses at intermediate stages of development. Fetuses corresponding to the period 
of gestation G2 obtained from the refrigerator Aimar -Río Cuarto were used. Duodenum samples were fixed in buffered formalin and embedded 
in paraffin and processed by conventional histological technique. Immunohistochemical technique with commercial antibodies were used for 
the determination of NPY. In samples from fetuses at intermediate stage of development (G2) the presence of NPY in intestinal epithelium and 
intestinal glands was observed. Neuropeptide Y is present in duodenal enterocytes and in the intestinal glands. This will provide basic villous 
knowledge for future studies of the physiological role that NPY has in the species under study. 
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INTRODUCCIÓN
 En la regulación, crecimiento y motilidad del 
proceso digestivo intervienen una serie de hormonas 
peptídicas secretadas por el aparato digestivo (1, 2) que 
también actúan sobre las emociones y la conducta (3). 
Esto refleja la relevancia que estas hormonas revisten en 
diferentes etapas del individuo como el crecimiento y la 
reproducción (4). La presencia de las mismas ya se 
detecta en la vida fetal del humano (5) y del cerdo (6). 
 Las células enteroendocrinas, encargadas de la 
secreción de las hormonas gastrointestinales, presentan 
un patrón de distribución particular en las diferentes 
túnicas y segmentos del tracto digestivo (7, 8) y cada 
una de ellas cumple una función específica. Es así que la 
gastrina estimula la secreción del jugo gástrico; la 
colecistoquinina inhibe la evacuación gástrica, favore-
ciendo la digestión y absorción de nutrientes en la circu-
lación; la secretina estimula la secreción pancreática de 
bicarbonato; la motilina regula la motilidad gastroin-
testinal, etc. (9, 10).
 La presencia de gastrina, secretina, motilina, cole-
cistoquinina, péptido instestinal vasoactivo (VIP) y 
sustancia P ha sido demostrada en mamíferos (11, 12). 
Estas hormonas están acompañadas, a lo largo del 
tracto digestivo, por otras de no menor importancia, 
entre las que podemos citar al neuropéptido Y (NPY) 
que actúa estimulando la liberación pulsátil de la GnRH 
y además potencia la respuesta hipofisaria (13, 14, 15). 
 Los péptidos de la familia Y ejercen sus funciones, 
incluyendo la de regulación del apetito y el ritmo circa-
diano, uniéndose a receptores de la proteína G. Existen 
subtipos, llamados Y1, Y2, Y4, Y5 y Y6, y recientemente 
ha sido descubierto en peces y anfibios el Y7. El ARNm 
de Y6 se expresa en el hipotálamo, el tracto gastroin-
testinal y el tejido adiposo. Estudios realizados en 
diferentes mamíferos como así también en aves, 
referentes a péptidos de la familia Y, sugieren un 
probable rol en la regulación del comportamiento 
alimentario (16, 17).
 Si bien en los distintos grupos de vertebrados (18) y 
principalmente en algunos mamíferos adultos (perros, 
ratas, gatos, hombre, etc.) ha sido demostrada la 
presencia de muchas de las hormonas gastrointestinales 
(13, 16), su distribución a lo largo del tracto digestivo, 
especialmente en las etapas prenatales, no se conoce con 
certeza. A tal efecto, Ousey y Bloom (9) demostraron 
que para los estados de enfermedad, en potrillos recién 
nacidos, la determinación de hormonas gastrointesti-
nales tiene importancia en su posterior desarrollo.
 El empleo de la técnica inmunohistoquímica per-
mite reconocer específicamente la presencia de sustan-
cias en determinados tejidos y estructuras vinculadas 
con el desarrollo y comportamiento normal y patológico 
(19, 20, 21, 22) del tracto intestinal.
 El objetivo de este trabajo fue determinar, mediante 
inmunohistoquímica, la presencia del NPY en el duode-
no de fetos de caballo en etapas intermedias del desarro-
llo prenatal (período gestacional G2).
MATERIALES Y MÉTODOS
 Se utilizaron fetos de caballo correspondientes a la 
etapa intermedia de gestación (G2= 22 semanas 
aproximadamente), obtenidos del frigorífico Aimar de 
Río Cuarto. Los animales fueron procesados inmediata-
mente, se tomaron muestras de duodeno que fueron 
fijadas en formol bufferado al 10%. Posteriormente se 
procesaron con los métodos tradicionales según la 
técnica histológica convencional de H/E. Las prepara-
ciones histológicas así obtenidas se sometieron a la 
técnica de inmunohistoquímica. Se empleó, como 
RESULTADOS 
 A fin de brindar información complementaria, a 
continuación se describen algunos aspectos morfoló-
gicos del duodeno de fetos correspondientes al período 
intermedio o G2 de gestación.
Tinción con H/E
Túnica Mucosa
 En el duodeno se observaron vellosidades de mode-
rada longitud, revestidas por un epitelio cúbico alto, con 
núcleos redondeados, cromatina laxa y ubicación 
centro-apical. El citoplasma, fuertemente acidófilo con 
aspecto granular a nivel del ápice celular. En la lámina 
propia se observó la presencia de glándulas intestinales 
con escaso desarrollo; mientras que la muscular de la 
mucosa exhibió escasas células.
Túnica Submucosa
La misma presentó una gran cantidad de acinos 
mucosos y plexos nerviosos.
Túnica Muscular
Se identificaron dos capas de músculo liso: una in-
terna, de disposición circular  y otra externa, longitu-
dinal. 
Túnica Serosa
No mostró mayores variaciones con relación a la del 
individuo adulto.
Técnica Inmunohistoquímica
A través de la técnica de inmunohistoquímica se 
determinó la presencia de células productoras de NPY 
en el epitelio de revestimiento y glandular. Con respec-
to al epitelio de revestimiento, las células positivas se 
marcador, el anticuerpo primario contra NPY, y como 
reveladores, el complejo universal avidina-biotina 
(ABC) y el substrato peroxidasa diaminobencidina 
(DAB).
 Como base metodológica se estableció el siguiente 
protocolo:
-Desparafinado con xilol: dos baños de 20 minutos cada 
uno.
-Rehidratación con alcoholes: un baño en alcohol 100°, 
96°, 90° y 70° de 10 minutos cada uno.
-Inactivación de la peroxidasa endógena: dos baños de 
agua oxigenada (30 volúmenes) en solución buffer 
fosfato (PBS).
-Lavado con PBS durante 10 minutos.
-Incubación en suero normal de equino durante 30 
minutos.
-Lavados con PBS. Dos lavados de 10 minutos cada uno.
-Incubación con el anticuerpo primario (anti-NPY- 
policlonal de conejo (H-95): sc-20727-Santa Cruz 
Biotechnology Inc., USA), dilución 1:100, en cámara 
húmeda, durante toda la noche a 4°C.
-Lavados con PBS. Dos lavados de 10 minutos cada uno.
-Incubación con el anticuerpo secundario biotilinado 
(del complejo ABC) durante 10 minutos a temperatura 
ambiente
-Lavados con PBS. Dos lavados de 10 minutos cada uno.
-Incubación el complejo streptavidina-peroxidasa 
durante 10 minutos a temperatura ambiente.
-Lavados con PBS. Dos lavados de 10 minutos cada uno.
-Revelado con DAB durante 30 segundos.
-Coloración de contraste con Hematoxilina y montaje 
definitivo.
-Observación al microscopio óptico.
-Análisis e interpretación de los datos.
-Obtención de microfotografías.
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localizaron entre los enterocitos y mostraron una forma 
triangular, que caracteriza a las células enteroen-
docrinas, con núcleo desplazado hacia la zona basal y 
forma redondeada u ovalada. En el citoplasma, los 
gránulos revelaron una marcación intensa y una 
distribución homogénea. A pesar de su morfología 
piramidal, las células positivas presentaron las 
características de aquellas que responden a las de tipo 
cerrado, es decir aquellas que secretan sus péptidos 
mediante procesos citoplasmáticos en la proximidad de 
células epiteliales, actuando de  modo paracrino.  
En la Fig. 1 se aprecia la presencia de una célula 
positiva localizada entre las células correspondientes al 
revestimiento epitelial. La misma presentó una marca-
ción intensa. 
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Figura 1. Inmunoexpresión de célula positiva a NPY. 40X.
CC: célula caliciforme, E: epitelio de revestimiento, GI: glándulas 
epiteliales, LP: lámina propia, (flecha):  célula NPY positiva. 
Figura 2. Inmunoexpresión de célula positiva a NPY. 100X.
CC: célula caliciforme, E: epitelio de revestimiento, LP: lámina 
propia, (flecha):  célula NPY positiva. 
En la Fig. 2 se observa, la inmunoexpresión de una 
célula productora de NPY en el epitelio de reves-
timiento. Dicha célula se encuentra ubicada entre los 
enterocitos. Presenta forma triangular con núcleo basal, 
redondo u ovalado, y citoplasma con gránulos de 
distribución homogénea, que muestran una intensa 
marcación. Dicha célula posee las características de las 
células de tipo cerrado.
Con respecto a las células positivas localizadas en el 
epitelio glandular, las mismas evidenciaron marcación 
intensa y diferentes formas y tamaños (Fig. 3). Algunas 
presentaron una forma piramidal, con núcleo desplaza-
do hacia la zona basal y gránulos de secreción localiza-
dos en la porción apical intensamente teñidos; mientras 
que otras se observaron  redondas, con núcleo central 
también redondeado y gránulos distribuidos homogé-
neamente en el citoplasma celular. 
No se detectaron células positivas a NPY a nivel de la 
túnica submucosa ni de la túnica muscular.
DISCUSIÓN
Con relación a la tinción de H/E, los resultados 
obtenidos respecto a la arquitectura histológica del 
duodeno de fetos en etapas intermedias de la gestación 
fueron similares a los descritos en otros estudios (23).
En las diferentes muestras examinadas de fetos de 
caballo en período G2, a las que se les practicó la tinción 
de H/E, resultó dificultosa la identificación de células 
enteroendocrinas. Esto coincide con lo mencionado en 
algunas citas bibliográficas relacionadas con humanos 
(1) y  animales domésticos (15). Ross et al. (24) atribuyen 
esta dificultad a la escasez de ARN y membranas, lo 
cual  imprime a la célula una débil basofilia y acidofilia 
que se traduce en la escasa afinidad tintorial mencio-
nada precedentemente. Desde el punto de vista 
morfológico, en individuos adultos de diferentes 
especies, se describen formas celulares que varían de 
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Figura 3. Inmunoexpresión de célula positiva a NPY. 40X.
CC: célula caliciforme,  GI: glándulas epiteliales, LP: lámina propia, 
(flecha):  célula NPY positiva. 
redonda a piramidal en humanos (25, 26); redonda, 
ovalada, de huso y triangular en caballos adultos (12); 
piramidal en otras especies domésticas y salvajes (12, 
27); y redondeada y piramidal en fetos de caballo (18). 
A partir de fetos de caballo pertenecientes a etapas 
intermedias del desarrollo (Período G2), se identificaron 
células con inmunomarcación positivas a NPY, las 
cuales se localizaron en estructuras que, por su perfil 
histológico, responden a las características estructurales 
de una vellosidad intestinal (27).
En este estudio las células positivas a NPY 
observadas, presentaron las características típicas de las 
células de secreción endocrina. Se encontraron células 
NPY positivas tanto en el epitelio glandular como en el 
epitelio de revestimiento. Estas células se encontraron 
en distintas localizaciones tanto en mamíferos como en 
peces. En los preestómagos de fetos de cabra se identi-
ficaron células NPY, con inmunoreacción variable, en la 
lámina propia-submucosa, túnica muscular y plexo 
mientérico (28) resultados no coincidentes con los del 
presente trabajo. En el lenguado (Solea senegalensis, 
Kaup 1858), en diversas regiones del cerebro (29). En el 
dorado (Salminus brasiliensis, Cuvier 1816) la mayor 
concentra-ción de células positivas NPY se encontró en 
el intestino medio (30). En cuanto a las formas de las 
células, estas variaron entre piramidales y redondas; 
mientras que los núcleos se presentaron redondos y 
alargados respectivamente ubicándose, los primeros en 
la porción central de la célula, y los segundos en la parte 
basal de la misma, lo cual concuerda con lo observado 
por otros investigadores en otras especies como el 
caballo y pejerrey (12, 18, 27).
En cuanto a la ubicación de las células NPY positivas 
a nivel del epitelio de revestimiento, se hallaron coinci-
dencias con fetos de caballo de otros períodos de la 
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gestación y con los datos obtenidos en estudios 
realizados en el caballo adulto (27) y en otras especies 
como ñandú (17), conejo (11) y gato (31). En duodeno de 
ñandú se observaron marcaciones débiles en el tejido 
epitelial de las vellosidades intestinales; mientras que 
en las glándulas, la reacción fue intensa con granula-
ciones bien manifiestas. Sin embargo, en nuestro 
estudio las células halladas en el epitelio de revesti-
miento mostraron una marcación intensa y granula-
ciones bien evidentes y de distribución homogénea.
Por otro lado, la distribución de los gránulos en las 
células con inmunomarcación positiva, en las muestras 
estudiadas, mostró cierta variación ya que aquéllos no 
sólo se ubicaron en la parte basal de la célula, como ha-
bitualmente se describen en el caballo adulto (27) y en 
otros mamíferos como la vaca y oveja (14); sino también 
se localizaron en otras áreas de la superficie celular 
coincidiendo con estudios realizados por Dauria (23) en 
fetos de caballo, correspondientes a otros períodos de la 
gestación y en caballos adultos (12). Distintos tipos de 
gránulos se han descrito acorde a su tamaño y densi-
dad, como lo informa Peranzi (31) en perro, gato y 
mono, mientras que Galán et al. (32), señalan la 
presencia de tres tipos diferentes de gránulos en las 
células G del perro.
En humanos, durante el ayuno, se observó un incre-
mento en la expresión de neuronas AGRP/NPY en el 
núcleo arcuato (33) y en los individuos de un día de naci-
dos, la concentración de NPY en la sangre del cordón 
umbilical también se incrementó (34), en coincidencia 
con los resultados hallados para otras hormonas (poli-
péptido pancreático, motilina y enteroglucagón) en el 
cordón umbilical de fetos humanos con un estado de 
distrés al igual que con niños afectados de gastroenteri-
tis (35). Además, en el cáncer de colon sigmoideo y recto 
del hombre, se determinó una disminución del número 
de células NPY y densidad de fibras nerviosas. Toman-
do como base estas observaciones en humanos la deter-
minación de hormonas gastrointestinales para estados 
de enfermedad en potrillos recién nacidos puede tener 
gran importancia (9).
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